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これまでに開発されている安定同位元素標識法として, stable isotope labeling by amino acids in cell GU卜





























影響するpHの影響について検討した｡その結果, C末端がリジンのペプチドの場合には, pH IO以上で
]80-置換体の生成率は向上するものの, C末端がアルギニンのペプチドの場合には反応液pHに依存せ
ず, 】80二置換体の割合が90%以上となり, pHのみでは複合体形成の制御は困難であった｡
そこで次に,ペプチド断片のC末端アミノ酸側鎖の酵素活性部位に存在するAsp189の, β-カルポキ
シル基とのイオン結合の競合的阻害剤としてモノエタノールアミン(MEA)を用い,その効果を検討し
た｡その結果, MEA濃度の増大に伴って180一置換体の生成率が顕著に増大することが判明し, 50mM
MEAを含むリン酸緩衝液(pHll)中で9時間インキュベ-トすることにより,全てのペプチドにおい
て180-置換体の生成率が90%以上となることが明らかとなった｡次いで,本法を用いて調製したBSA
のl$0 -置換標識/非一標識試料の混合物をnanoLC/ES卜MS/MSにて分析したところ, MS/MSスペクト
ル上で検出されたyイオン群の強度比から得られた実測値が,試料混合比0.1 - 10倍の範囲で理論値
と良く一致することが判明した｡さらに,擬似バイオマーカーを添加したヒト血清試料に本法あるいは
iTRAQ法を適用したところ, LC分離が不十分な場合,今回開発した)80-置換標識法の方が,実測値
が理論値とより近い値を示し,本法により精度の高い変動解析が可能であることが実証された｡
以上,本研究で最適化した測定条件を用いるnanoLC/ESIIMSMSと180 -置換標識法を組み合わせる
本法は,血清のように複雑な試料中のプロテオーム変動解析に大いに役立つことが期待される｡ ■
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審査結果の要　旨
近年,血清プロテオームの変動解析によるバイオマーカー探索に期待が寄せられている｡ヒト血清に
は10,000種以上のタンパク質が存在するが,そのうち発現量の多い21種のタンパク質が全体の99%を
占めており,残りの1%に微量のバイオマーカー分子候補が混在している｡したがって,血清プロテオー
ム解析には感度と分離能に優れ,かつ広いダイナミックレンジを示す分析法と,高精度の変動解析法が
求められる｡こうした背景から,著者は,各種分析条件の感度やタンパク質同定効率に与える影響を精
査するとともに,トリプシンによる酵素反応を利用した180-置換標識法を構築するため,本研究に着
手した｡
まず,･スプレーニードル一体型カラムを作成し,それを用いて移動相組成やニードル先端位置を最適
化した後,グラジェント条件や自動MS解析条件のタンパク質同定効率に及ぼす影響を精査したところ,
移動相に用いたメタノールの濃度勾配を毎分0.8%とするとき,最も効率よくタンパク質を同定できる
ことを明らかにした｡
次に, ]80標識水中における酵素消化反応を活用したペプチドの安定同位元素標識法の開発を行った｡
通常,トリプシンによる加水分解反応においては,アミド結合の加水分解時に水分子由来の酸素原子が
ペプチドのC末端に導入されるが,生じたペプチドも活性部位と結合するため,カルポキシル基のもう
一方の酸素原子も水分子由来のそれに置換される場合がある｡こうした観点から,これまでの180標識
法では,標識ペプチドをL80二置換体に収束させ,ペプチドのプロトン化分子の標識率をもとに変動解
析を行っていた｡しかしながら,本法では爽雑物質の影響で十分な精度の得られない場合があることか
ら,著者は,プロダクトイオンの標識率をもとにした変動解析を可能にするため,プリカーサ-イオン
を同時に選択可能な180-置換標識体-の収束条件を探索した｡その結果,反応液のpHを11とし, 50
mMのモノエタノールアミンを共存させることで, 180-置換標識体を効率よく生成できることを見出し
た｡
次いで,本法の有用性を確認するため, )80-置換標識したBSAのトリプシン消化物と非標識のそれ
を任意の比率で混合してnanoLC/ES卜MS/MS分析したところ, yイオンの強度比から得られた実測値は,
試料混合比(0.1-lo備)とよく一致した｡さらに,現在世界中で広く用いられているiTRAq法との性
能比較を目的に,疑似バイオマーカーを添加したヒト血清プロテオームを解析し,本研究により開発し
た]80-置換標識法の方が,より高い精度で変動解析可能なことを明らかにした｡
以上,本論文で開発したlSo一置換標識法は,血清のように複雑な混合試料中の微量タンパク質の解
析に優れており,疾患プロテオームにおけるバイオマーカー探索に大いに役立つものと期待されること
から,博士(薬学)の学位論文として合格と認める｡
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